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® Stabile Salze von 5,10-Methylentetrahydrofolsaure. 



© Die Erfindung betrifft neue, in (ester Form stabile 
Salze der 5,10-Melhylen-(6R)-, (6R,S)- und (6S)-te- 
trahydrofolsaure mit Schwefelsaure Oder einer Sul- 
fonsaure, Verfahren zur Herstellung dieser Salze so- 
wie deren Verwendung als Bestandteil und/oder als 
Ausgangsmaterial zur Herstellung von Arzneimitteln. 
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Die— Er-findung— betritft-neue— stabile— Salze- von_ 

5,10-Methylen-N-[4-[[(2-amino-1. 4,5,6,7,8- 
hexahydro-4-oxo)-(6R)-, (6R.S)- Oder (6S)-pteridi- 
nyl)-methyl]amino]benzol]-L-glutaminsaure - im fol- 
genden kurz 5,10-Methyien-(6R)-, (6R,S)- Oder 
(6S)-tetrahydrofolsaure genannt - mit Schwefelsau- 
re oder einer Sulfonsaure sowie deren Herstellung 
und Verwendung. 

Tetrahydrofolate sind die biologisch aktiven For- 
mer! der Folsaure (Folsaur-Co-Faktoren). 
Als Arzneimittel werden Tetrahydrofolate vorwie- 
gend als Calciumsalz der 5-Formyl-5,6,7,8-tetrah- 
ydrofolsaure [Leucovorin] verwendet, z.B. zur Ver- 
starkung des therapeutischen Effektes von 5-Fluo- 
ruracil Oder z.B. als Rescue-Substanz beim Einsatz 
von Methotrexat in der Krebstherapie. 
Im Organismus wird 5-Formyl-(6S)-tetrahydrofol- 
saure in 5J0-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure um- 
gewandelt, welche als Co-Faktor mit aus 5-Fluoru- 
racil (5-FU) gebildetem 5-Fluor-Desoxyuridinmono- 
phosphat (5-F-dUMP) und Thymidylal-Synthetase 
(TS) einen cytostatisch wirksamen covalenten ter- 
naren Komplex: 

5-F-dUMP/TS/Methylentetrahydrofolsaure bildet. 
Siehe dazu: W.A. Bleyer, Cancer, March 15 Supp- 
lement 1989: S. 995-1007 sowie E.L.R. Stokstad, 
Folic Acid Metabolism in Health and Disease 1990 
(Wiley-Liss Inc), Seite 9. ~~ 
Es ware daher von Vorteil, anstelle von Leucovorin 
(5-Formyitetrahya'rofolsaure) direkt. den CorFaktor 
5,10-Methylentetrahydrofolsaure zu verwenden. 
Bisher scheiterte dieses Unterfangen an der nicht 
ausreichenden Reinheit und Stabilitat von 5,1 0-Me- 
thylentetrahydrofolsaure und deren Salze. Verglei- 
che dazu EP-A-0 409 125. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, dass 
sich Salze von 5,10-Methylen-(6R)-, (6R : S)- und 
(BS)-tetrahydrofolsaure nach Umsetzung der ent- 
sprechenden diastereomeren Form der 5,1 0-Me- 
thylentetrahydrofolsaure insbesondere mit Schwe- 
felsaure oder aber auch mit Sulfonsauren in bisher 
nie erreichter Reinheit und ausgezeichneter Stabili- 
tat erhalten lassen. 

Die diastereomeren Formen der 5,10-Methylen- 
tetrahydrofolsaure werden bevorzugt aus dem 
durch die schweizerische Patentanmeldung Nr. 108 
vom 16.01.1991 leicht zuganglich ge.wordenen 
(6S)-, (6R ( S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure-Sulfat 
oder Sulfonsaure-Salz in situ durch Umsetzung 
mit Formaldehyd hergestellt. Dabei entsteht aus 
der naturlichen (6S)-Tetrahydrofolsaure die naturli- 
che 5,lO-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure. Das 
ruhrt daher, dass die absolute Konfiguration am C- 
6 der naturlichen Tetrahydrofolsaure nach J.C. 
Fontecilla-Camps et al. J. Amer. chem. Soc. 101 - 
(20), 6114-15 (1979) gemass der Sequenz-Regel 
mit S zu spezifizieren ist und diejenige an C-6 der 
naturlichen 5,1 0-Methylentetrahydrofolsaure mit R. 



Siehe_R._Kalbei:maUen_et_al,iHelv.._chim..Acta_64{8), 

2627 (1981), Fussnote 4. ~ 

Die Umsetzung mit Schwefelsaure bzw. einer 
Sulfonsaure wird in Wasser und/oder in Gegenwart 
5 einer niedrigen aliphatischen wasserloslichen Car- 
bonsaure oder eines niedrigen Alkohols vorgenom- 
men, wobei der Zusatz eines Alkohols auch zur 
Ausscheidung des gebildeten Sulfates oder Sulfo- 
nates dient. 

w Die erhaltenen Produkte sind in fester Form bei 

Raumtemperatur praktisch unbeschrankt stabil. Sie 
sind geeignet als Bestandteile von oralen Arznei- 
mittelformen Oder als Ausgangsmatenal zur Her- 
stellung von parenteralen Arzneimittelformen. So- 

75 wohl die oralen als auch die parenteralen Arznei- 
mittelformen sind z.B. zur Krebstherapie, zur Be- 
handlung von bestimmten Anamie-Formen, von Au- 
toimmunkrankheiten und von neuralen Storungen 
geeignet. " 

20 Gegenstand der Erfindung sind demnach die 

Salze von (6R)-, (6R.S)- und (6S)-5,1 0-Methylente- 
trahydrofolsaure mit Schwefelsaure oder einer Sul- 
fonsaure. 

Bevorzugte Verbindungen sind: 

25 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure*Sulfat ; 
5,10-Methylen-(6R,S)-tetrahydrofolsaure*Sulfat, 
5,10-Methylen-(6S)-tetrahydrofolsaure*Sulfat, 
5,10-Methylen-(6R)-,(6R,S)-,(6S)- 
tetrahydrofolsaure * Benzolsulfonat, 

.30.. 5,10-Methylen-{6R)-,(6R,S)- t (6S)- - ' 

tetrahydrofolsaure * Toluol-4-sulfonat sowie 
5,10-Methylen-(6R)-,(6R,S)-,{6S)- 
tetrahydrofolsaure * Methansulfonat. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist das 

35 Verfahren zur Herstellung der Salze von 5,10- 
Methylen-(6R)-, (6R.S)- und (6S)-tetrahydrofolsaure 
mit Schwefelsaure oder einer Sulfonsaure, welches 
dadurch gekennzeichnet ist, dass man die entspre- 
chende diastereomere Form der 5,1 0-Methylente- 

40 trahydrofolsaure mit Schwefelsaure oder einer Sul- 
fonsaure umsetzt. 

Diese Umsetzung wird vorzugsweise mit in situ 
hergestellter 5,1 0-Methylentetrahydrofolsaure vor- 
genommen. Die Umsetzung erfolgt in einem Lo- 

<5 sungsmittel bestehend aus Wasser oder einem mit 
Wasser mischbaren organischen Lcsungsmittel wie 
einer niedrigen aliphatischen Carbonsaure oder ei- 
nem niedrigen Alkohol. 

Als Salzbildner kommen bevorzugt neben der 

50 Schwefelsaure in Betracht Benzolsulfonsaure, eine 
Toluolsulfonsaure, Kylolsulfonsaure, Nitrobenzolsul- 
fonsaure. Chlor benzolsulfonsaure, Nitrotoluolsulfon- 
sauie. Napnthalinsulfonsaure, substituierte Napht- 
halir sulfonsaure. eine Camphersuifonsaure. Phe- 

55 nylmethansulfonsaure, Methansulfonsaure, Ethan- 
sulfonsaure. eine Propansulfonsaure oder Butansul- 
fonsaure. 
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Als Losungsmittel fur die Isolierung der Salze 
von 5,10-Methylentetrahydrofolsaure wird Wasser, 
eine niedrige aliphatische wasserlosliche Carbon- 
saure wie Essigsaure, Milchsaure. Ameisensaure, 
ein wasserloslicher Alkohol wie Methanol, Ethanol, 
Isopropanol Oder ein Gemisch derselben einge- 
setzt. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der 
stabilen Salze von 5,1 0-Methylen-(6R)-, (6R,S)- 
oder (6S)-tetrahydrofolsaure mit Schwefelsaure 
oder einer Sulfonsaure als Bestandteil und/oder 
Ausgangsmaterial zur Herstellung von Arzneimit- 
teln. 

Beispiele zur lllustrierung der Erfindung 



Beispiel 1 

5,10-Methylen-(6R)-THF- Sulfat 

A. Herstellung von 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrof- 
olsaure " ~ 

100 g z.B. nach der in' der schweizerischen 
Patentanmeldung Nr. 108 vom 16.01.1991 be- 
schriebenen Methode hergestelltes reines (6S)-Te- 
trahydrofolsaure* Benzolsulfonat werden in Wasser 
suspendiert. Durch Zusatz von 1 N Natronlauge 
wird das pH auf 7 : 5 gebracht. Nun fugt man 15 ml 
37%ige wassrige Formaldehyd-Losung zu . und 
stellt mit 2 N Schwefelsaure auf pH 25. Die gebil- 
dete 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure fallt aus 
und wird abfiltriert. Menge: 74g. 

B. Herstellung von 5,10-Methylen-(6R)-tetrahydrof- 
o I saure* Sulfat ~ ~~~ 



74 g 5J0-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure 
werden in 370 ml Eisessig gelost und in eine 
Losung von 97 ml 4 N wassriger Schwefelsaure in 
200 ml Eisessig eingetropft. Nach einiger Zeit kri- 
stallisiert 5,1 0-Methylen-(6R)-tet- 

rahydrofoisaure* Sulfat der Formel Methylen-(6R)- 
THF*H 2 S04 aus. Nach Zusatz von 500 ml Ethanol 
wird das Produkt abfiltriert. Das Produkt lasst sich 
aus Ameisensaure mit Ethanol oder aus Essigsaure 
mit Ethanol/H 2 S04 umfallen. 

Ausbeute: 71 g; Gehalt 98% (bestimmt mittels 
HPLC). 

Mrr = + 120° (C = 1% in DMF) 
Loslichkeiten: Methylen-(6R)-THF* H 2 SOa ist ziem- 
lich wentg loslich in Wasser, loslich in siedender 
50% Essigsaure und leicht loslich in heissem Ei- 
sessig. 



Beispiel 2 

5,10-Methylen-(6R)-THF- Sulfat 

5 20g nach der schweizerischen Patentanmel- 

dung Nr. 108 vom 16.01.1991 hergestelltes (6S)- 
Tetrahydrofolsaure* Sulfat werden in Wasser su- 
spendiert. Durch Zusatz von 2 N Natronlauge wird 
das pH auf 8,6 eingestellt. Nun setzt man 3,6 ml 

w 37%ige wassrige Formaldehyd-Losung zu. Nach 
15 Minuten wird die erhaltene Losung in eine Lo- 
sung von 100 ml 2 N Schwefelsaure in 100 ml 
Eisessig eingeruhrt. Das ausgeschiedene Produkt 
wird abfiltriert und mit Ethanol gewaschen. 

75 Man erhalt auf diese Weise 14 g Titelverbindung. 
Gehalt, bestimmt mittels HPLC: 98,7% Methylen- 
(6R)-THF-H 2 SCU. 

Beispiel 3 

20 

5,10-Methylen-(6S)-THF* Sulfat 

5 g (6R)-Tetrahydrofolsaure werden in 36 ml 1 
N Natronlauge gelost und bei pH 8 mit 1,5 ml 
25 36%igem Formaldehyd versetzt. Nach 10 Minuten 
ruhrt man die erhaltene Reaktionslosung in 20 ml 2 
N Schwefelsaure in 25 ml Eisessig. Nach Zusatz 
von 30 ml Ethanol wird das ausgeschiedene Pro- 
dukt abfiltriert. 

.30 Man erhalt 3,8 g Titelverbindung. Gehalt: 96% 
Methylen-(6S)-THF* Sulfat. 

Beispiel 4 

35 5,1 0-Methylen-<6R)-THF- Sulfat 

100 g (6S)-Tetrahydrofolsaure werden in war- 
mem Eisessig gelost. Die Losung wird mit 20 ml 
37%igem Formaldehyd versetzt, klarfiltriert und mit 
40 180 ml 4 N wassriger Schwefelsaure versalzt. Nach 
Zusatz von 1,5 I Ethanol wird das ausgeschiedene 
Produkt abfiltriert. Es besteht aus der Titelverbin- 
dung. 

Gehalt: 97% Methylen-(6R)-THF- H 2 S0 4 . 

45 

Beispiel 5 

5,10-Methylen-(6R)-THF*Sulfat 

50 50 g (6S)-Tetrahydrofolsaure* Sulfat, hergestellt 

z.B. nach der schweizerischen Patentanmeldung 
Nr. 108 vom 16.01.91, mit einem Gehalt von 99.8% 
(6S)-THF*H 2 SCk suspendiert in Wasser. werden 
durch Zusatz von 200 ml 2 N Natronlauge gelost 

55 und mit 7,5 ml 37%igem Formaldehyd versetzt. 
Die Reaktionslosung wird in eine Mischung aus 
275 ml 2 N Schwefelsaure und 275 ml Eisessig 
eingetropft. Methylen-(6R)-THF* H 2 SO< kristallisiert 
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_ aus7^vird"abfiltriert~und"mit"Ethano!-gewaschen: 

Ausbeute: 45 g farbloses Produkt. 

HPLC-Analyse: 99,6% Methylen-(6R)-THF* H2SO4 . 

Beispiel 6 5 

5,10-Methy!en-(6R)-THF-Benzolsulfonat 

27,1 g (6S)-Tetrahydrofolsaure*Benzolsulfonat 
analog vorher werden in Wasser durch Zusatz von 10 
25,8 ml 5 N Natronlauge in Losung gebracht. Nun 
fugt man 3 : 5 ml 37%-ige wassrigen Formaldehyd 
zu und ruhrt wahrend 10 Minuten. 
Die erhaltene Reaktionslosung wird in eine Losung 
von 21,07 g Benzolsulfonsaure in 100 ml Wasser 75 
eingetropft. Das ausgeschiedene Produkt wird abfil- 
triert, wiederholt in kaltem Ethanol aufgeschlammt 
und getrocknet. 

Man erhalt 21 g Titelverbindung. 

HPLC-Analyse: 99,5% Methylen-(6R)-THF- Benzo- 20 
Isulfonat. 

[«]*r = + 102° (c = 1% in DMF) 
Beispiel 7 

25 

5,10-Methylen-(6R)-THF # Toluol-4-sulfonat 

27,75 g reines (6S)-Tetrahydrofolsaure* Toluol- 
4-sulfonat werden in Wasser durch Zusatz von 
Natronlauge in Losung gebracht, mit 3,5 m! 30 
37%igem Formaldehyd versetzt und die erhaltene 
Reaktionslosung wird in eine konzentrierte wassri- 
ge Losung von Toluol-4-sulfonsaure eingeruhrt. 
Man erhalt 23 g Titelverbindung mit einem Gehalt 
(HPLC) von 98,6%. 35 



-6: — Verfahren-zur-Herstellung-der-in-den-Anspru- 
chen 1 bis 5 definierten Salze von 5,10- 
Methylen-(6R)-, (6R,S)- Oder (6S)-tetrahydrofol- 
saure, dadurch gekennzeichnet, dass die ent- 
sprechende diastereomere Form der 5,10-Me- 
thylentetrahydrofolsaure mit Schwefelsaure 
Oder einer Sulfor.sSure umgesetzt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eine in situ hergestellte 5,10- 
Methylentetrahydrofolsaure eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 Oder 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Umsetzung und Iso- 
lierung in Wasser Oder einem Gemisch aus 
Wasser und einem mit Wasser mischbaren 
organischen Losungsmittel durchgefuhrt wer- 
den. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als mit Wasser mischbares or- 
ganisches Losungsmittel Essigsaure oder ein 
niedriger organischer Alkohol eingesetzt wird. 

10. Verwendung von Salzen der 5,10-Methylen- 
(6R)-, <6R,S)- Oder (6S)-tetrahydrofolsaure mit 
Schwefelsaure oder einer Sulfonsaure als Be- 
standteil und/oder als Ausgangsmaterial zur 
Herstellung von Arzneimitteln. 



Patentanspriiche 

1. Salze von 5.10-Methylen-(6RK (6R,S)- oder 
(6S)-tetrahydrofolsaure mit Schwefelsaure oder 
einer Sulfonsaure. 



40 



2. 5,10-Methylen-(6R)-, 
ydrofolsaure'Sulfat. 



(6R.S)- und (6S)-tetrah- 



3. 5,10-Methylen-(6R)-, (6R,S)- 
ydrofolsaure* Benzolsulfonat. 



und (6S)-tetrah- 
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4. 5,10-Methylen-(6R)-, (6R,S)- und (6S)-tetrah- 
ydrofolsaure* Toluolsuffonat. 



50 



Methansulfonsaure-, Ethansulfonsaure-, 
Phenylmethansulfonsaure-, Campher-10- 
sulfonsaure-, Naphthalin-1 -sulfonsaure-, 

Naphthalin-2-sulfonsaure-, Naphthalin-1 ,5- 
disulfonsaure-Additionssalze der 5,10- 
Methylen-(6R)-. (6R.S)- und (6S)-tetrahydrofol- 
saure. 
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© Stabile Salze von 5,10-Methylentetrahydrofolsaure. 



© Die Erfindung betrifft neue, in fester Form stabile 
Salze der 5,10-Methylen-(6RK (6R,S)- und (6S)-te- 
trahydrofolsaure mit Schwefelsaure Oder einer 
Sulfons{ure, Verfahren zur Herstellung dieser Salze 
sowie deren Verwendung als Bestandteil und/oder 
als Ausgangsmaterial zur Herstellung von Arzneimit- 
teln. 
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